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La presente Invention est relative a un produit alimentaire liquide et 
aqueux comprenant des particules de bacteries lactiques deshydratees et enrobees de 
matiere grassc vegetale. 

Les probiotiques sont des microorganismes vivants qui ameliorent 
Pequilibre microbien intestinal. Actuellement, differents microorganismes tels que par 
exemple les levures, les bacteries et en particulier les bifidobacteries, les lactobacilles, 
les leuconostoques, les pediocoques et les lactocoques peuvent etre utilises en tant que 
probiotiques, en particulier dans le domaine agro-alimentaire. Dans Talimentation 
humaine, ces microorganismes ou probiotiques sont principalement incorporcs dans 
des produits laitiers fermentes tels que les yaourts. 

Les microorganismes qui sont incorpores dans les produits 
alimentaires subissent un certain nombre degressions au cours de leur fabrication, de 
leur stockage et de leur utilisation, ce qui conduit a une diminution de leur efficacite 
qui est le plus souvent associee a un taux de mortalite important. 

C 5 est ainsi que les produits alimentaires disponibles sur le marche 
semblent ne pas pouvoir apporter a leurs consommatcurs un nombre suffisant de 
probiotiques pour permettre d' obtenir un effet sante consequent, en raison notamment 
de leur faible resistance au stockage ou aux differents stress lors de leur mise en 
oeuvre dans des produits ou lors de leur consommation (stress gastrique, stress 
intestinal). 

Diverses solutions visant a proteger ces microorganismes pour 
assurer a la fois leur conservation dans le produit fini et leur efficacite lors de 
Tingestion du produit par le consommateur ont deja ete proposees, dont leur melange 
ou leur encapsulation avec des matieres grasses. 

C'est ainsi que la demande de brevet europ£en EP 1 010 372 decrit 
un aliment cuit comprenant a la fois un probiotique et un prebiotique e'est-a-dire un 
ingredient non vivant non digestible qui augmente Tactivite de certaines bacteries 
dont les bacteries probiotiques dans le colon. Cet aliment est compose d'une partie 
grasse non cuite depourvue d'eau et contenant des bacteries vivantes lyophilisees ct 
d 5 une partie cuite constituee par des prebiotiques de type fibres non digestiblcs. La 
partie grasse renfermant les bacteries lyophilisees est constituee d'huile de palme, 
d'huile de noix de coco, de beurres vegetaux de type cacao ou cacahuetes, de 
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margarines. cThuiles vegetales hydrogenees ou partiellement hydrogenees. L'aliment 
ainsi obtenu est done de type biscuit et peut etre conserve au moins six mois a 
temperature ambiante. 

La demande internationale WO 99/09839 decrit unc composition de 
5 type pate qui comprend une matiere grasse anhydre ou un substitut dc matiere grasse 
et un probiotique a une concentration allant de 1.10 7 a 5.1 0 n UFC (Unites Formant 
Colonies)/g de probiotique. La composition presente une activite en eau (aw) 
inferieure a 0,7 et peut etre utilisee pour la fabrication de produits alimentaires sees de 
type biscuits, Cette composition permet de conserver pendant plusieurs mois a 

1 0 temperature ambiante un nombre important et constant de probiotiques ainsi que leurs 
proprietes dans le produit fini. 

Par ailleurs., la demande internationale WO 01/68808 decrit des 
particules de microorganismes vivants deshydrates et enrobes par une couche 
homogene d'une substance hydrophobe choisie parmi les matieres grasses ainsi que 

15 leur procede de fabrication (granulation) et leur application dans la fabrication de 
produits pharmaceutiques, dietetiques ou alimentaires. La granulation des bacteries 
vivantes permet d'augmenter leur resistance vis-a-vis des stress physico-chimiques 
qu'elles subissent au cours de leur granulation et suite a leur ingestion. L'utilisation de 
ces particules dans le domaine agro-alimentaire est brievement decrite et les produits 

20 alimentaires qui sont cites en exemple sont des cereal es, des produits de confiserie ou 
du lait en poudre. 

Outre le choix de la ou des substances qui peuvent etre utilisees a 
titre de matieres protec trices, les procedes d'enrobage doivent egalement surmontcr un 
certain nombre de difficuhes dont notamment Hmperatif de concilier des procedes de 

25 fabrication agressifs avec Futilisation d'entites biologiques fragiles. 

De plus, les microorganismes une fois enrobes doivent etre resistants 
aux conditions de slockage. d'utilisation ou de mise en oeuvre dans les produits finis, 
tout en etant relargues chez I'hote au plus taad au niveau du colon. Par exemple, les 
probiotiques qui possedent une activite intestinale doivent certes etre proteges tout au 

30 long de leur stockage mais egalement durant leur trajet gastro-intestinal (resistance a 
Tacidite gastrique par exemple), afln d'optimiser leur efficacite lors de leur utilisation. 
De plus, lors de leur mise en oeuvre dans le produit et tout au long de leur stockage, 



Pintegrite des granules doit etre preservee afin d'assurer le maintien du niveau de 
survie des bacteries dans les granules. 

AinsL les differenls procedcs de protection et notamment 
decapsulation decrits dans les documents de Tart anterieur cites precedemment sont 
particulierement bien adaptes a V incorporation de probiotiqucs dans dcs produits 
alimentaires sees ou presentant une ires faible activite cn eau. 

Par ailleurs, le brevet americain US 6,447,823 decrit un yaourt 
liquide contenant des bacteries lactiques encapsulees a Taide d'un melange d'huile 
durcie et d'amidon, et comportant eventuellement une seconde couche constituee de 
gelatine et de pectine. La taille des capsules ainsi obtenues etant relativement 
importante (1 a 3 mm), la fabrication de ce type de yaourt necessite la mise en ceuvre 
d'un procede specifique d'ajout des capsules dans le produiL En effet, il est necessaire 
de placer les capsules au fond de la bouteille de conditionnement prealabiement au 
remplissage progressif dudit flacon avec le yaourt liquide qui doit avoir une densite 
tres proche de celle des capsules, de fa^on a ce que ces derniercs se repartissent 
uniformement dans le produit. La production d'un tel produit impose done une 
contrainte importante de fabrication du fait de la taille des particules qui rend 
impossible la realisation d'un melange dynamique des capsules. 

Ainsi, la dispersion dc granules de' taille trop importante apparait 
difficile et celles-ci s'averent etre instables dans un environnement aqueux, compte 
tenu de leur caractere lipophile. Ainsi, les produits alimentaires tres aqueux ne 
constituent pas un milieu ideal pour assurer la stabilite de granules lipophiles 
contenant des ferments. 

Par ailleurs, lorsque Ton souhaite incorporer des particules de 
bacteries enrobees de matieres grasses vegetalcs dans un produit alimentaire tres 
liquide, il est imperatif que la taille des granules ne soit pas trop importante afin de ne 
pas etre perceptibles en bouche (sensation de grains de sable sous le palais) pour 
pouvoir fournir un produit acceptable d ! un point de vue organoleptique. Enfln, compte 
tenu de la faiblc quantite de bacteries contenue dans chaque capsule, la quantite de 
capsules a disperser dans le liquide pour fabriquer un produit alimentaire a effet 
probiotique serait trop importante et conduirait a Pobtention d'un produit inacceptable 
d ; un point de vue organoleptique. 
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C ? est done afin de remedier a Fensemble de ces problemes majeurs 
que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait Pobjet de PInvention. 

lis se sont notamment donnes pour but de pourvoir a un produit 
alimentaire liquide et tres aqueux et renfermant des bacteries lactiques enrobees a 
5 Paide d'au moins une matiere grasse vegetal e, dans lequel la survie de ces 
probiotiques est significativement augmentee dans le produit fini compare aux 
produits actuelJement disponibles sur le marche. 

La presente Invention a done pour objet un produit alimentaire 
liquide contenant des particules de bacteries lactiques deshydratees enrobees d'au 
10 moins une matiere grasse vegetale solide a temperature ambiante, caracterise par le 
fait que lesdites bacteries enrobees se presentent sous la forme de granules de taille 
moyenne comprise entre 95 et 300 jam renfermant des bacteries lactiques en une 
quantile superieure ou egale a 1 .10'° UFC par gramme de granules, et que ledit produit 
alimentaire presente un pH inferieur ou egal a 4,5 et une teneur ponderale en eau d'au 
3 5 moins 83%. 

Les Inventeurs ont en effet mis en evidence que malgre Tacidite 
imporlante du produit alimentaire conforme a Tlnvention, Penrobage des bacteries 
probiotiques presente Favantage de maintenir un niveau el eve de sunae des 
microorganismes incorpores dans les produits et lors de sa consommation chez Thote 

20 en les protdgeant a la fois de Thumidite et de Poxygene dans le produit et en 
augmentant leur resistance aux sues gastriques et intestinaux chez Phdte tout en 
assurant leur relargage au plus tard au niveau du colon. De plus, compare au produit 
alimentaire decrit dans le brevet americain n° 6 r 447,823 ? il n'est pas obligatoirement 
necessaire d'adapter la texture du produit alimentaire en fonction des granules de 

25 probiotiques a incorporer et il est possible de realiser un melange dynamique des 
granules avec le produit, la taille des granules permettant une dispersion aisee de 
celles-ci dans le liquide. afin de conditionner directement le produit final! 

Par ailleurs, les Inventeurs se sont aper?:us que la mise en oeuvre de 
granules dont la taille serait superieure a 300 entrainerait des problemes de 

30 dispersion dans le produit alimentaire mais egalement de perception des granules lors 
la consommation du produit fini ce qui serait inacceptable d ! un point de vue 
organoleptique. D'autre pari, la mise en oeuvre de particules contenant un nombre 
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important de bacteries lactiques deshydratees tout en ayant un diametre inferieur a 95 
serait difficilcment realisable d'un point de vue technique. 

Scion une forme de realisation avantageuse de la presente Invention, 
la taille moyenne des granules de particules de bacteries lactiques est inferieure a 2G0 
5 jj.m environ, et de fa^on plus avantageuse encore, cette taille est comprise entre 150 et 
200 fim environ. 

Parmi les produits alimentaires liquides conformcs a la presente 
Invention, on peut notamment citer le lait fermente, les boissons comme les jus de 
fruits, les melanges de lait et de jus de fruits tels que par exemple les produits vendus 
10 sous la marque Danao® et les jus vegetaux tels que par exemple le jus de soja et le jus 
d'avoine. 

Les bacteries lactiques utilisees dans le produit alimentaire selon la 
presente Invention sont de preference choisies parmi les lactobacilles et les 
bifidobacteries, au sein desquels Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 
1 5 Bifidobacterium animalis et Bifidobacterium breve sont tout particulierement preferes. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente Invention, 
.les bacteries lactiques preferees sont choisies parmi les souches suivantes : 
Lactobacillus plant arum deposee le 16 mars 1995 sous le numero DSM 9843 aupres 
de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
20 Braunschweig, Allemagne ; Lactobacillus casei deposee le 28 septembre 1994 sous le 
numero 1-1518, Bifidobacterium animalis deposee le 20 mai 2000 sous numero 1-2494 
et Bifidobacterium breve deposee le 31 mai 1995 sous le numero I- 2219, ces trois 
demiere souches ayant ete deposees aupres de la CNCM (Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes) tenue par Tlnstitut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a 
25 Paris. 

Ainsi que cela a ete expose precedemment, une des caracteristiques 
du produit conforme a Tlnvention est que les bacteries lactiques utilisees sont 
deshydratees prealablement a leur granulation. Les techniques de deshydratation qui 
peuvent etre utilisees a cet effet pour mettre en oeuvre Pinvcntion sont tout a fait 
30 conventionnelles et bien connues de Part anterieur. Parmi de telles techniques, on peut 
notamment citer la deshydratation sur lit d'air fluidise (LAF) et la lyophilisation. 
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Selon un mode de realisation parliculierement prefere de l'lnvention 
les bac.cries lactiques sont deshydratees par lyophilisation prealablement a leur' 
granulation. Dans ce cas, les bacteries sont preferentiellement traitees a 1'aide d'un 
agent lyoprotecteur prealablement a leur lyophilisation. Dans ce cas, de tels agents 
lyoprotecteurs, sont notamment choisis parmi la maltodextrine, le saccharose, 
l'ascorbate de sodium et la poudre de lait. 

Selon une forme de realisation particulierement preferee de 
l'lnvention, les bacteries son t deshydratees directement apres leur croissance dans un 
milieu de culture approprie. 

La taiJle moyenne des particules de bacteries deshydratees (avant 
leur granulation) est de preference comprise entre 80 et 150 urn environ. A cet egard 
la taille des particules de bacteries deshydratees peut eventuellement etre ajustee par^ 
exemple par broyage selon les techniques conventional les bien connues de 1'homme 
de l'art. 

Les particules de bacteries deshydratees pouvant etre utilises dans 
le . cadre de l'lnvention presenter par ailleurs de preference une activite en eau 
mfeneure a 0,25 et encore plus preferentiellement comprise entre 0,03 et 0,2. 

Le precede de granulation utilise pour l'enrobage des particules de 
bacteries lactiques deshydratees avec la matiere grasse vegetale doit a la fois permettre 
de preparer des granules efficacement protectees des bacteries a enrober sans 
entrainer une degradation desdites bacteries durant la fabrication des granules. 

Ces deux objectifs sont notamment atteints par la mise en ceuvre du 
precede de production tel que decrit dans la demande Internationale WO 01/68808 
Les Invcnteurs ont en effet decouvert de facon surprenantc que ce procedc de 
granulation peut etre utilise pour la fabrication de granules de bacteries lactiques 
deshydratees, granules qui peuvent ensuite etre utilisees afin de preparer le produit 
alimentaire conforme a la presente Invention. 

Parmi les matieres grasses vegetales pouvant etre utilisees pour 
enrobcr les particules de bacteries deshydratees selon la presente Invention, on peut 
notamment citer les corps hydrogenes et non hydrogenes, f rac tionnes ou non 
fracuonnes, esterifies ou non esterifies, tels que 1'huile de palme stearique de 
temperature de fusion (TF) = 35<>C, les huiles de palme dc TF 45°C et 58°C le beurrc 
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de cacao, 1c beurre de cacahuetes ; Thuilc de palmiste, le coprah hydrogene dc TF = 
32°C, les cires alimenlaires qui son! des melanges complexes d'csters d'acides gras et 
d'alcools gras a longues chames telles que la cire de camauba (TF = 80-85°C), la cire 
microcrislalline d'origine petroliere, les acides gras tels que les acides stearique et 
5 palmitique, et leurs melanges. 

Selon une forme dc realisation preferee de la presente Invention, et 
parmi les rnatieres grasses vegetales listees ci-dessus, celles qui possedent un point de 
fusion supdrieur a 40°C environ sont particulierement preferees. 

Par ailleurs, lorsque Jcsdites rnatieres grasses vegetales sont utilisees 
10 en melange, alors ledit melange comprcnd de preference plus de 50 % en poids 
d'acides gras satures par rapport au poids total des rnatieres grasses entrant dans la 
composition dudit melange. 

La concentration en bacteries lactiques deshydratees au sein des 
granules est de preference superieure ou egale a 1.10 10 UFC par gramme de granules, 
1 5 et au maximum de 5. 1 0 1 1 UFC par gramme de granules. 

L'activite en eau des granules de particules de bacteries lactiques 
deshydratees utilisees dans le cadre de la presente Invention est de preference 
inferieure a 0,4 et encore plus preferentiellement comprise entre 0,1 et 0 2. 

. Selon une forme de realisation preferee de FInvention, la ou les 
20 rnatieres grasses representent de 40 a 75 % en poids environ et encore plus 
preferentiellement 60 % en poids environ, par rapport au poids total des granules. Par 
consequent, . et a titre d'exemple on peut notamment considerer qu'une granule peut 
etre constitute de 60 % en poids environ de rnatieres grasses vegetales et de 40 % en 
poids environ de particules dc bacteries lactiques deshydratees. 
25 Au sein du produit alimentaire liquide conforme a la presente 

Invention, la concentration en bacteries lactiques enrobees est de preference comprise 
entre 5.10 6 et 5.10 9 UFC par gramme de produit fini, et encore plus preferentiellement 
cette concentration est superieure ou £gale a 1.10 7 UFC par gramme de produit fini. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere de la presente 
30 Invention, le produit alimentaire liquide contient au moins 90 % d'eau. Parmi de tels 
produits, et a la difference des produits que Ton qualifie de yaourts car ils renferment 
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moms de 90 % d'eau, on peut notammem citer les produits fermentes semi-textures et 
les boissons. 

La quantite de granules de particules de bacteries lactiques 
deshydratees au sein du produit alimentaire liquide conforme a 1'Invention est de 
preference inferieure a 2 % en poids environ par rapport au poids total de produit 
alimentaire fini, et encore plus preferentiellement comprise entre 0,01 et 1 % en poids 
environ. 

La consommation d'un produit alimentaire liquide conforme a la 
presente Invention permet d'obtenir un effet probiotique dans la mesure ou la quantite 
de bacteries lactiques ingerees et qui se retrouve finalement presentes chez l'hote est 
au moins egale a 3.10 6 UFC par gramme de produit alimentaire ingere. 

Outre les dispositions qui precedent, 1'Invention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
deux exemples de preparation d'un produit alimentaire laitier fermente, a un exemple 
de preparation d'un produit alimentaire de type jus de fruits, a un exemple de 
preparation d'un produit alimentaire de type jus vegetal, a un exemple de preparation 
d'un produit alimentaire de type jus de fruits/jus vegetal, et a une etude comparative 
de I'effet du pH sur revolution d'un lait standard presentant un pH superieur a 4.5 et 
d'un lait fermente presentant un pH inferieur a 4,5 renfermant tous les deux des 
granules de bacteries lactiques, ainsi qu'a la figure 1 annexee sur laquelle on peut 
observer 1'evolution de la quantite de bacteries L. casei en fonction du temps dans 
deux laits presentant des P H di fferents (milieu 1 : lait fermente de pH inferieur a 4,5 et 
milieu 2 : lait standard de pH superieur a 4,5). 

EXEMPLE 1 : PREPARATION D'UN PPnmr IT LATTTFT? £!R^NTE 
25 CONFORM S A L'INVFNTiniv 

1) Preparation de particules de harries l ac ti Q „^ 
Lasouche de casei 1-151 8 a ete eultivee pendant ISheuresaune 
temperature de 37°C sur un milieu de culture de type Man Rogosa Sharpe (MRS) 
prealablement a sa lyophilisation pendant 66 heures. Les caracteristiques du 
30 lyophilisat sont les suivantes : 

" Humidit e : 2 % (mesuree a faide d'un dessiccateur de type 
Sartorius® commercialise par la societe Sartoritis) ; 
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- Aw : 0 3 1 mesuree au Novasina® commercialise par la societe 

Novasina ; 

- Granulometrie : 80 microns 

- Population : 1/7.10 11 UFC/g dc particulcs lyophilisees. 

5 2) Preparation des granules dc bacteries lactiques deshydratees 

Les particules de bacteries lyophilisees ainsi obtenues ci-dessus a 

1'etape 1) sont ensuile enrobees sur lit fluidise dans un melange 50/50 d'acide 

stearique ct palmitique (% p/p) selon le procede decrit a l'exemple 2 de la demande 

internationale WO 01/68808. 
10 Le taux d'enrobage (% de matieres gmsscs par rapport au poids total 

dcs granules) etait de 60 %. 

Les caracteristiques finales des granules ainsi produites etaient les suivantes : 

- Humidite : 2 % 

- Granulometrie : 200 microns 

1 5 - Population : 1 . 1 0 1 1 UFC/g de granules 

La population des bacteries lactiques au sein des granules a ete stable 
pendant au moins 3 mois a temperature ambiante a Tabri de la lumiere et de 
T humidite. 

3) Preparation du produit laitier fermente 

20 Les granules obtenues ci-dessus a Tetape 2) ont ete introduites dans 

un lait prealablement fermente par un melange de Lactobacillus bulgaricus (5 % en 
nombre) el de Streptococcus thermophilns (95 % en nombre), a raison de 0, 1 % en 
poids de granules par gramme de lait. Le produit laitier fermente ainsi obtenu est 
ensuile reparti en pots de 200 ml. 

25 Le produit laitier fermente a une teneur en proteines de 2,5 % en 

poids ce qui lui permet de rester liquide a pH 4,2. La population en L bulgaricus et en 
S. thermophilns est d'environ 1.10 9 UFC/ml de produit. La concentration en L. casei 
sous forme enrobee etait de 1 0 s CFU/g de produit laitier fermente. 

La quantite de bacteries L. casei par ml de produit laitier en fonction 

30 du temps a ete determinee selon une methode de numeration sur milieu de culture 
Oxgall adapte. Cette etude montre que I'etape de granulation des particules de 
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bacteries Jactique n'a pas eu de consequence negative sur la survie des bacteries 
Iactiques dans le produit fini et ce pendant au moins 35 jours. 

De la meme facon. les quantites de L bulgarieus et de S. 
thermophilus presentes dans le produit laitier fermente en fonction du temps ont 
egalement ete determines de fa 9 on parallele. Les resultats obtenus (non represents) 
demontrent que la presence de bacteries L. casei enrobees sous forme de granules de 
matieres grasses dans le produit fini n'a pas d'impact negatif sur les autres populations 
de ferments presentes sous forme non enrobee dans ce produit. 

Les resultats des tests organoleptiques realises avec un panel de 10 
degustateurs montrent par ailleurs que ce produit est juge tres proche (astringence, 
gout sucre, perception des particules, texture, mauvais gout et acidite) d'un produii 
laitier fermente comparatif ne faisant pas partie de Invention et contenant la meme 
quantite de bacteries de L. bulgarieus et de S. thermophilus ainsi que la meme quantite 
de L. casei sous forme non enrobee. Par ailleurs, il est important de noter que le 
15 produit laitier fermente conforme a Invention n'a developpe aucun mauvais gout 
jusqu'a la fin de la DLC (date limite de consommation) du produit ce qui prouve que 
les matieres grasses utilisees pour la preparation des granules n'ont subi aucune 
oxydation (pas de rancissement). 

EXEMPLE 2 : PREPARATION P'lJN PPnmnx AIJMFNTatpi? 
20 CON FORME A L'lNVENTT QN : I, ATT FFRivrir^ir 

1 % en poids de granules de L. casei fabriquees selon l'exemple 1 ci- 
dessus a ete introduit dans un lait brasse prealablement fermente pendant 10 heures a 
37-C par les souches bulgarieus, S. thermophilus et L. casei (sous forme non 
enrobee). 

25 Le ,ait fermente a ensuite ete reparti en pots de 200 ml. 

La population en L. bulgarieus, S. thermophilus et L. casei (sous 
forme non enrobee) est superieure a 1 . 1 0 7 UFC/ml de produit. 

La quantite mesuree de L. casei sous forme de granules etait de 10 9 
CFU/g de produit fini. 

'0 Une etude de 1'evolution de la quantite de bacteries L. casei par ml 

de produit fini en fonction du temps a ensuite ete realisee. Les resultats obtenus (non 
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representes) montrent que 1'etape de granulation nc diminue pas la survie des bacteries 
lactiques dans le produit fini pendant au moins 35 jours. 

Dc plus, une etude similaire realisec sur les populations de bacteries 
L bulgaricus, 5. Thermophilics. L. casei (sous forme non enrobee) demontre que la 
5 presence de bacteries L casei enrobees n'a pas d'impact negatif sur les autres 
populations de ferments presentes dans le produit fini. 

Tout commc a 1'exemple 1, les resultats des tests organoleptiques 
realises avec un panel de 10 degustateurs montrent par ailleurs que le produit 
conforme a l'Invention a ete juge tres proche (memes criteres que dans 1'exemple 1 ci- 
10 dessus) du produit comparatif de reference, e'est-a-dire en tout point identique au 
produit conforme a l'Invention a la difference pres qu'il ne comportait que des 
bacteries sous forme non enrobee. Enfin, et tout comme a 1'exemple 1 ci-dessus, le 
produit conforme a l'Invention n'a developpe aucun mauvais gout jusqu'a la fin de la 
DLC. 

15 EXEMPLE 3 : PREPARATION D'UN PRODUIT AL IMENT AIRE 
CONFORME A L'INVENTION : JUS PE FRUITS 

Des granules de L, casei fabriquees selon Texemple 1 ci-dessus sont 
introduces a raison de 0,1 % en poids par litre de jus d'orange a pH 3,5 (pur jus 
d'orange) pour conduire a un jus de fruit renfermant 10 8 CFU de L, casei enrobes par 
20 gramme de jus de fruit. 

L'&ude de la revolution de la quantite de L. casei par ml de produit 
fini en fonction du temps montre que la granulation des bacteries lactiques ne diminue 
pas leur survie dans le produit fini pendant au moins 30 jours. 

Les resultats des tests organoleptiques realises par un panel de 10 
25 degustateurs montrent par ailleurs que le jus de fruit conforme a l'Invention est tres 
proche (pr6sence de faux gout, gout Sucre, texture et acidite) d'un jus de fruit standard 
comparatif renfermant la meme quantite de bacteries lactiques sous forme non 
enrobee. Enfin, le jus de fruit conforme a l'Invention n'a developpe aucun mauvais 
gout jusqu'a la fin de la DLC, ce qui indique que les matieres grasses utilisees pour 
30 1'enrobage des bacteries ne subissent aucun rancissement. 
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EXEMPLI 4 ; PRFPARATION ivttm PRODTTTT AT I MENTAIP1T 
CONFORME A 1 .'INVENTION : MF.I.ANnir. ^ , TTJS DF FRI tttq ^ ^ 
VEGETAL 

On introduit 0,1 % de granules de Z. c^r telles que preparees ci- 
dessus a 1'exemple 1 dans un produit liquide fermente compose de 89,9 % de pur jus 
d'orangeetde 10,1 % de jus de soja fermente par L. Bulgarians et, S. Thermophilics. 

La concentration de particules de bacteries lactiques enrobees etait 
de 1 0 s CFU/g dans le produit fini. 

L'etude de revolution de la quantite de bacteries par ml de produit 
fini en fonction du temps a montre (resultats non represents) que I'etape de 
granulation des bacteries ne diminue pas leur survie dans le produit fini pendant au 
moins 30 jours. 

Les resultats des tests organoleptics realises avec un panel de 10 
degustateurs ont par ailleurs montre que le produit a ete juge tres proche (presence de 
mauvais gout, texture, perception des particules, acidite et astringence) d'un jus 
fermente comparatif standard renfermant la meme quantite de bacteries L. easel sous 
forme non enrobee et qu'il ne developpe pas de mauvais gout jusqu'a la fin de la 
DLC. 

Des resultats identiques ont ete obtenus en associant du jus d'avoine 
10 ferments ou du lait fermente a des jus de fruits. 

EXEMPLE 5 • FTUDF COMPARATIVE DE ?<TOm mi ^ . 
INTRODUCTION DE GRANULES DF R A fTEPTir g DANS TIM 
STANDARD FT nA N S UN LATT FERMENTF 

Des granules de bacteries lactiques L. casei a l.JO" CFU/g de 
granules, telles que preparees ft 1'exemple 1 ci-dessus, ont ete introduces dans deux 
miheux de pH different, a savoir un lait prealablement fermente par L. bulgarieus S. 
Thermophilus (Milieu 1) et un lait standard non fermente (Milieu 2), a raison de 1 % 
en poids. 

Le pH du milieu 1 etait de 4,5 et celui du milieu 2 etait de 6,5. 
Les milieux 1 et 2 ont ensuite ete repartis en pots steriles de 200 ml. 
La quantite de bacteries lactiques enrobees etait de 10 s CFU/g dans 

chaque pol. 
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1/ etude de revolution de la quantite de bacteries par ml de produit 
flni en fonction du temps est representee sur la figure 1 anncxee sur laquelle la 
concentration en L. casei exprimee en UFC/ml de lait pour chacun des deux milieux 
(milieu 1 : carres pleins, milieu 2 : carres vides) en fonction du temps en jours montre 
5 que le produit correspondant au milieu 2 Svolue differemment de celui correspondant 
au milieu 1. On constate notamment une diminution tres importante et tres rapide de la 
quantite de bacteries lactiques L. casei dans le milieu 2 alors que cette quantite reste 
constante dans le milieu 1 conforme a Hnvention. 

Par ailleurs, au bout de 12 jours de conservation a une temperature 
10 de 12°C, le produit correspondant au milieu 2 commence a fermenter et a gonfler en 
raison du developpement d'une flore heterogene dans le lait. 

Par contre, aucune fermentation ne survient dans le produit 
correspondant au milieu 1 conforme a l'lnvention, e'est-a-dire presentanl un pH 
inferieur a 4.5. 

15 Par ailleurs, les resultats des tests organoleptiques realises avec un 

pane de 10 degustateurs ont montre que le produit correspondant au milieu 1. est tres 
proche (astringence, gout sucre, perception des particules, texture, mauvais gout et 
acidite) d'un produit comparatif standard a base de lait fermente et renfermaht la 
merae quantite de bacteries L. casei que dans le produit prepare avec le milieu ] ^nais 

20 sous forme non enrobee et qu'il ne developpe pas de mauvais gout jusqu'a la fin'de la 
DLC du produit. 

En revanche, le produit correspondant au milieu 2 s^est avere etre 
non consommable en raison du developpement d'une flore de surface au bout de 21 
jours ayant entraine un gonflement du pot. Uexamen visuel revele un produit tres 
25 dephase et d'aspect redhibitoire. 

Par consequent, Fensemble de ces resultats montre non seulement que 
des conditions de pH inferieures a 4,5 ne nuisent pas a la conservation des granules de 
bacteries lactiques dans un produit flni mais qu'au contraire ces conditions de pH sont 
nccessaires a la bonne conservation du produit jusqu'a la fin de sa DLC. 
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RE VENDI C ATI ONS 

1. Produit alimentaire liquide contenant des particules de bacteries 
Iactiques deshydratees enrobees d'au moins une matiere grasse vegetal e solide a 
temperature ambiante, caracterise par le fait que lesdites bacteries enrobees se 
prdsentent sous la forme de granules de taille moyenne comprise entre 95 et 300 jim 
renfermant des bacteries Iactiques en une quantite superieure ou egale a L10 10 UFC 
par gramme de granules, et que ledit produit alimentaire presente un pH inferieur ou 
6gal a 4,5 et une teneur ponderale en eau d'au moins 83 %. 

2. Produit alimentaire selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que la taille moyenne des granules de particules de bacteries Iactiques est 
inferieure a 200 jim. 

3. Produit alimentaire selon la revendication 1 ou 2, caracterise par 
le fait que la taille moyenne des granules de particules de bacteries Iactiques est 
comprise entre 150 et 200 pm. 

4. Produit alimentaire selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait qu'il se presente sous la forme d'un lait fermente ou 
d'une boisson. 

5. Produit alimentaire selon la revendication 4, caracterise par le 
fait que la boisson est un jus de fruits, un melange de lait et de jus de fruit ou un jus 
vegetal. 

6. Produit alimentaire selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que les bacteries Iactiques sont choisies parmi les 
lactobacilles et les bifidobacteries. 

7. Produit alimentaire selon la revendication 6, caracterise par le 
fait que les bacteries Iactiques sont choisies parmi Lactobacillus easel Lactobacillus 
plantarum, Bifidobacterium animalis et Bifidobacterium breve. 

8. Produit alimentaire selon la revendication 7, caracterise par Je 
fait que la bacteric lactique est un Lactobacillus casei 1-1518. 

9. Produit alimentaire selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que les bacteries Iactiques sont d&hydratees par 
lyophilisation prealablement a Ieur granulation. 
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10. Produit alimentaire selon la revendication 9, caracterise par le 
fait que les bacteries sont traitees a 1'aide d'un agent lyoprotecteur prealablemcnt a leur 
lyophilisation. 

11. Produit alimentaire selon Tune quelconque des revendications 
5 precedentes, caracterise par le fait que les particules de bacteries deshydratees 

presentent une taille moyenne comprise entre 80 el 150 jim. 

12. Produit alimentaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que les particules de bacteries 
deshydratees presentent une activite en eau inferieure a 0,25. 

10 13. Produit alimentaire scion Tune quelconque des 

revendications precedentes, caracterise par lc fait que les matieres grasses vegetales 
utilises pour enrober les particules de bacteries deshydratees sont choisies parmi les 
corps hydrog£nes et non hydrogenes, fractionnes ou non fractionnes, esterifies ou non 
esterifies, les cires alimentaires, les acides gras et leurs melanges. 

15 14. Produit alimentaire selon la revendication 13, caracterise par 

le fait que les matieres grasses vegetales sont choisies parmi Fhuile de palme stearique 
de temperature de fusion (TF) = 35°C, les huiles de palme de TF 45°C et 58TC, le 
beurre de cacao, le beurre de cacahuetes, Fhuile de palmiste, le coprah hydrogene de 
TP = 32°C, la cire de carnauba de TF = 80-85°C, la cire microcristalline d'oiigihe 

20 petroliere, 1'acide stearique, Tacide palmitique, et leurs melanges. 

15. Produit alimentaire selon la revendication 14, caracterise par 
le fait que les matieres grasses vegetales utilisees pour enrober les particules de 
bacteries deshydratees sont choisies parmi celles qui possedent un point dc fusion 
superieur a 40°C. 

25 16. Produit alimentaire selon Tune quelconque des 

revendications precedentes, caracterise par le fait que la concentration en bacteries 
lactiques deshydratees au sein des granules est superieure ou egale a 1.10 10 UFC par 
gramme de granules, et au maximum de 5.1 0 n UFC par gramme de granules. 

17. Produit alimentaire selon Pune quelconque des 

30 revendications precedentes, caracterise par le fait que lesdites granules possedent une 
activite en eau inferieure a 0,4. 
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18. Produit alimenlaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que la ou les matieres grasses 
represented de 40 a 75 % en poids par rapport au poids total des granules. 

19. Produit alimentaire selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que la concentration en bacteries 
lactiques enrobees est comprise entre 5. ] 0 6 et 5. 1 0 9 UFC par gramme de produit fini. 

20. Produit .alimentaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait qu'il contient au moins 90 % d'eau. 

21. Produit alimentaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que la quantite de granules de 
particules de bacteries lactiques deshydratees est inferieure a 2 % en poids par rapport 
au poids total de produit fini . 

22. Produit alimentaire selon la revendication 21, caracterise par 
le fait que la quantite de granules de particules de bacteries lactiques deshydratees est 
comprise entre 0,01 el 1 % en poids par rapport au poids total de produit fini. 
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